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1. RESUMEN
Una tarea clave en las etapas iniciales del desarrollo de nuevos fármacos es
la caracterización exhaustiva de su perfil metabólico en el hombre, de la velo-
cidad y grado de metabolización, de los enzimas involucrados en su metabolis-
mo y de los posibles efectos inhibidores o inductores que el fármaco ejerce so-
bre los enzimas de biotransformación. La finalidad de estos ensayos preliminares
es reducir al máximo el número de candidatos que se consideran aptos para ser
sometidos a un desarrollo posterior. En la medida en que el número de molé-
culas a analizar ha ido aumentando en los últimos años, ha surgido la urgente
necesidad de disponer de herramientas experimentales que permitan identificar
y seleccionar, en el menor tiempo posible y con el mínimo coste, los mejores
candidatos entre un gran número de compuestos diferentes. Dado que los estu-
dios de metabolismo en animales no siempre son extrapolables al hombre, se
está invirtiendo un gran esfuerzo en el desarrollo de modelos in vitro de origen
humano. Los modelos hepáticos son los mejores candidatos habida cuenta de
que el hígado es el órgano con mayor capacidad de metabolismo de fármacos.
Entre ellos, los microsomas hepáticos son los que primero se emplearon, y en
la actualidad continúan siendo ampliamente utilizados, no obstante, los mode-
los celulares son que ofrecen mejores perspectivas. El cultivo primario de he-
patocitos humanos expresa la mayor parte de los enzimas implicados en el me-
tabolismo de xenobióticos y se considera el modelo más próximo al hígado
humano. Desafortunadamente, el acceso limitado a muestras de tejido hepático
humano hace muy dificultosa su utilización en ensayos rutinarios. Como alter-
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nativa, se han desarrollado líneas celulares que, mediante manipulación genéti-
ca, expresan de forma individual cada uno de los enzimas P450. Estas células
son una excelente herramienta para identificar los enzimas que participan en el
metabolismo de un determinado compuesto, sin embargo, su principal inconve-
niente es que no son representativas del metabolismo hepático. En la actuali-
dad, a través de diferentes aproximaciones experimentales, se persigue el obje-
tivo de desarrollar líneas celulares estables que conserven la expresión del
fenotipo típico del hepatocito adulto. La correcta aplicación de los ensayos in
vitro permite anticipar el perfil metabólico del fármaco, la participación de en-
zimas polimórficos o la aparición de interacciones metabólicas debidas a fenó-
menos de inhibición o inducción enzimática.
2. INTRODUCCIÓN
Los fármacos, además de ejercer una acción farmacológica sobre un deter-
minado tejido diana, sufren modificaciones químicas en su tránsito a través del
organismo (absorción, distribución y excreción). Este proceso se denomina me-
tabolismo o biotransformación de fármacos, y puede tener lugar en todos aque-
llos órganos o tejidos con los que el fármaco llega a estar en contacto. El pro-
ceso está catalizado por un grupo de enzimas denominadas genéricamente
enzimas de fase 1, cuyo máximo representante es el citcromo P450 (P450), y
enzimas de fase 2 o de conjugación (1). Aunque el intestino, pulmones, piel y
riñón poseen cierta capacidad biotransformadora (2), es el hígado el órgano con
mayor peso específico en el metabolismo de xenobióticos (3). 
El metabolismo hepático de los fármacos es uno de los factores que más
influyen en la biodisponibilidad, la variabilidad de la respuesta farmacológica y
la toxicidad de los agentes terapéuticos, y comprenderlo es crucial para un me-
jor uso y desarrollo de nuevos medicamentos. La biotransformación es la etapa
más variable y la que más influye en los niveles plasmáticos del fármaco tras
su administración a varios individuos. La velocidad con la que un fármaco es
biotransformado y el número y abundancia de los diversos metabolitos forma-
dos (perfil metabólico) puede variar considerablemente entre individuos. Esta
circunstancia explica por qué para unos sujetos una determinada dosis de fár-
maco es terapéuticamente eficaz al generar niveles plasmáticos adecuados, mien-
tras que para otros resulta ineficaz porque una metabolización más rápida no
permita alcanzar la concentración plasmática terapéutica. La situación tiene ma-
yor trascendencia en aquellos individuos en los que por carecer, o presentar un
bajo nivel de expresión, de alguno de los enzimas implicados en el metabolis-
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mo del fármaco se alcanzan niveles plasmáticos mucho más elevados de lo es-
perado tras una dosis que es bien tolerada por el resto de la población (4). Por
todo ello, unas propiedades farmacocinéticas no satisfactorias pueden motivar
el fracaso en el desarrollo de nuevos fármacos para el hombre (5) y son tam-
bién una de las causas más frecuentes de incompatibilidad o interacción entre
fármacos.
Tradicionalmente se han utilizado modelos animales tanto para el estudio
de la farmacocinética como para detectar los posibles efectos tóxicos debidos a
los fármacos, por el convencimiento de que las diferencias entre el animal de
laboratorio y el hombre son fundamentalmente un problema de diferencia de es-
cala en los parámetros farmacocinéticos. En base a ello, y teniendo en cuenta
diferencias tales como peso corporal, tamaño del órgano y flujo sanguíneo, pue-
de extrapolarse los resultados del animal al hombre. No obstante, si bien exis-
ten notables similitudes entre los animales y el ser humano en la absorción y
distribución de los compuestos administrados, existen significativas diferencias
en la biotransformación y posterior eliminación de los mismos. La razón estri-
ba en que con frecuencia el patrón de enzimas que catalizan las reacciones de
biotransformación (también denominadas de detoxificación) es distinto en los
animales de laboratorio y el ser humano (6,7). La actividad de biotransforma-
ción, ni es escalable, ni necesariamente es similar, entre ellos. En consecuencia,
la farmacocinética de un compuesto, en la medida que su metabolismo consti-
tuye una parte determinante de la misma, puede ser notablemente diferente, tan-
to por los metabolitos formados, como por la velocidad a la que se produce. Di-
chas diferencias explican además por qué pueden existir compuestos que, no
siendo tóxicos para los animales, resultan serlo para el hombre. Así pues nos
encontramos con que, en ocasiones, un modelo animal no es adecuado para el
estudio del metabolismo humano, o que incluso ninguno de los modelos ani-
males habitualmente utilizados, es adecuado para dicho estudio. Con demasia-
da frecuencia se ignora esta premisa, y los experimentos se siguen haciendo sis-
temáticamente en modelos animales. Sin embargo, ¿qué garantías se tienen a
priori de que un determinado modelo animal será equivalente al ser humano?
¿Qué validez cabría dar a los resultados obtenidos con un compuesto en un mo-
delo animal, si al administrarlo después a seres humanos se constata que su me-
tabolismo es diferente?
Por todo ello, una tarea clave en las etapas iniciales del desarrollo de nue-
vos fármacos es la caracterización exhaustiva, no sólo de sus propiedades far-
macológicas, sino también de su perfil metabólico en el hombre, de la veloci-
dad y grado de metabolización, de los enzimas involucrados en su metabolismo,
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así como de los posibles efectos inhibidores o inductores que el fármaco ejerce
sobre los enzimas de biotransformación. Por razones de diversa índole interesa
realizar estos estudios metabólicos en las etapas tempranas del desarrollo del
fármaco. Asimismo, los ensayos se han de llevar a cabo en modelos experi-
mentales que ofrezcan las máximas garantías para una correcta extrapolación de
los resultados a la situación que tendrá lugar tras su administración con fines
terapéuticos.
3. MODELOS HEPÁTICOS IN VITRO PARA ESTUDIOS 
DE METABOLISMO
En la medida en que el número de moléculas a analizar ha ido aumentan-
do en los últimos años, ha surgido la urgente necesidad de disponer de herra-
mientas experimentales que permitan un análisis rápido de sus propiedades me-
tabólicas. Se trata de identificar y seleccionar, en el menor tiempo posible y con
el mínimo coste, los mejores candidatos entre un gran número de compuestos
diferentes. En definitiva, la finalidad de estos ensayos preliminares es reducir al
máximo el número de candidatos que se consideran aptos para ser sometidos a
un desarrollo posterior. En estas fases iniciales del desarrollo de nuevos fárma-
cos es esencial disponer de una batería de ensayos experimentales que garanti-
ce una buena selección de los candidatos a nuevos fármacos. Aspectos básicos
a tener en cuenta a la hora de seleccionar estos tests son el tiempo requerido
para realizar los ensayos, el coste económico de los mismos y la fiabilidad de
sus resultados.
Dado que los estudios de metabolismo que se realizan en animales no siem-
pre son extrapolables al hombre, la propia industria farmacéutica es quién con-
cede cada vez mayor importancia al hecho de conocer el metabolismo humano
en etapas muy tempranas del desarrollo y quién mayor interés y esfuerzo está
volcando en potenciar el uso y desarrollo de modelos experimentales in vitro, y
muy particularmente aquellos de origen humano (8,9) (Figura 1). Los modelos
hepáticos son, en principio, los mejores candidatos, habida cuenta de que el hí-
gado es el órgano con mayor expresión de P450 y, por tanto, con mayor capaci-
dad de metabolismo de fármacos. Entre ellos, los microsomas hepáticos son los
que primero se emplearon y en la actualidad continúan siendo ampliamente uti-
lizados. Los microsomas de hígado humano se pueden adquirir con facilidad a tra-
vés de diferentes fuentes comerciales y, convenientemente conservados (-80ºC),
presentan niveles elevados de actividad de los diferentes P450s (10,11). Los mi-
crosomas preparados a partir de un pool de hígados (p.e. procedentes de al me-
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nos 10 donantes diferentes) proporcionan un patrón de enzimas P450 que pue-
de ser considerado, en principio, como representativo de la población general.
No hay que olvidar que la expresión de P450, y en general de los enzimas de
biotransformación de fármacos, puede variar en función de la edad, sexo o raza
del sujeto, o de factores dietéticos, hormonales, patológicos, ambientales, etc.
Alternativamente se pueden utilizar diferentes lotes de microsomas obtenidos a
partir de hígados individuales, en cuyo caso se podría analizar la influencia de
ciertos factores de especial interés (p.e. polimorfismos genéticos).
En los últimos años ha aumentado la convicción de que los modelos celu-
lares son los candidatos que ofrecen mejores perspectivas. Es conocido que el
metabolismo de los fármacos tiene lugar mayoritariamente en el hígado, dado
que de entre todas las células del organismo los hepatocitos son los que pose-
en el mayor contenido en enzimas P450 y de conjugación. Los modelos celula-
res hepáticos utilizados para estudios de metabolismo corresponden fundamen-
talmente a tres grandes categorías: los cultivos primarios de hepatocitos, las
líneas de células manipuladas genéticamente, que expresan un solo enzima de
biotransformación y las líneas celulares derivadas de hepatomas o de hepatoci-
tos inmortalizados (12-14). 
Los hepatocitos humanos en cultivo primario constituyen, sin lugar a du-
das, el modelo más próximo al hígado humano (15-20), ya que expresan de ma-
nera fiel la mayor parte de las actividades de metabolismo de xenobióticos que
posee el hígado (16,19,20). Al tratarse de células intactas la integridad de las
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FIGURA 1. Características de los modelos in vitro más utilizados para estudios de metabolis-
mo durante las fases preclínicas del desarrollo de nuevos fármacos.
membranas se conserva, lo que permite el estudio de interacciones a nivel del
transporte de fármacos (p.e. glicoproteína P) (21). Además todos los enzimas de
biotransformación, incluidos los citosólicos, permanecen coordinados y activos.
En definitiva, los ensayos con hepatocitos proporcionan un entorno muy pare-
cido al que el fármaco se pueda encontrar en el propio hígado, por lo que se
considera el modelo in vitro que mejor reproduce el metabolismo in vivo. Hoy
por hoy, los cultivos de hepatocitos son el único modelo celular hepático capaz
de anticipar el metabolismo de una molécula dada y su potencial toxicidad en
el ser humano, dado que producen un perfil metabólico muy similar al que se
obtiene in vivo (22-24). Por tanto, es posible examinar qué metabolitos se for-
man, a qué velocidad lo hacen y a qué velocidad desaparecerá el compuesto de
partida (24).
De la comparación de los datos obtenidos en ensayos con hepatocitos hu-
manos y de animales, es posible determinar en qué modelo animal el metabo-
lismo del fármaco es más parecido al que tendrá lugar el ser humano, o inclu-
so constatar que no hay ningún modelo animal que reproduzca el metabolismo
del ser humano. El hecho de analizar in vitro el metabolismo humano, es de vi-
tal importancia para ayudar a elegir la especie animal que se comporta de la for-
ma más parecida al hombre frente a un compuesto determinado. Ello permite
seleccionar la especie animal más adecuada para realizar los estudios de toxici-
dad y metabolismo, tanto in vitro como in vivo, en las etapas preclínicas y au-
mentar considerablemente la seguridad en la administración del fármaco en los
estudios clínicos.
Desafortunadamente, el acceso a muestras de tejido hepático humano es tan
limitado, que hace muy dificultosa su utilización para la evaluación rutinaria de
nuevas moléculas. Como alternativa, en la última década se han desarrollado lí-
neas celulares que, mediante manipulación genética, expresan de forma consti-
tutiva e individual cada uno de los isoenzimas del P450. Para ello se han utili-
zado vectores de expresión que codifican por la secuencia completa de los genes
de los diferentes P450 humanos (12-14, 25). Estas líneas celulares constituyen
la herramienta más eficiente para identificar qué P450(s) participa(n) en el me-
tabolismo de un determinado compuesto, y en la formación de cada uno de los
metabolitos, así como en la proporción en que lo hacen. Es posible también pre-
decir si en el metabolismo del fármaco participa algún enzima P450 polimórfi-
co, aspecto éste de gran importancia en su posterior uso clínico (26,27). Estas
células, aunque no hay duda de que aportan una información muy valiosa so-
bre aspectos clave del metabolismo hepático de los fármacos, poseen también
ciertas limitaciones. La expresión del enzima P450 es artificial y con frecuen-
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cia no reproduce el entorno del enzima nativo (p.e. integración en la membra-
na, coexpresión de la actividad NADPH-citocromo P450 oxidorreductasa o del
citocromo b5) (28,29). Por otro lado, debido a la expresión, con frecuencia ex-
cesiva, de un único enzima, estos modelos manipulados aportan información
muy limitada sobre el metabolismo global del fármaco y no permiten anticipar
el perfil metabólico completo de una nueva molécula en el hombre. No obstan-
te, estas limitaciones no han supuesto un inconveniente para que el uso de los
modelos recombinantes se haya extendido en los últimos años (28,30,31).
Un determinado compuesto puede actuar como inductor/ represor de los en-
zimas de biotransformación. El fenómeno de la inducción enzimática muestra,
con frecuencia, una especificidad dependiente de la especie animal y, en con-
secuencia, es difícil identificar de forma segura en modelos animales las molé-
culas que puede ser inductores enzimáticos para el hombre. Los fármacos in-
ductores modifican su propia farmacocinética, afectan su eficacia terapéutica o
la de otros fármacos que se coadministren con él, y aumentan el riesgo de efec-
tos adversos no deseados. Desde el punto de vista terapéutico, un fármaco in-
ductor siempre presenta más dificultades en su manejo clínico. En la elección
del candidato a fármaco, debe pues tenerse presente ese posible escenario. Por
tanto, la inducibilidad de los enzimas hepáticos de biotransformación, y en par-
ticular de los P450s, por nuevos fármacos es otro aspecto clave a la hora de to-
mar decisiones. Su evaluación es muy difícil de predecir utilizando los mode-
los animales, pero en cambio, se puede investigar de forma muy precisa y fiable
en cultivos de hepatocitos humanos permitiendo anticipar si el nuevo fármaco
es inductor o no, así como qué enzimas P450 son inducidos (19,20). Por otra
parte, es importante recordar que los fármacos rara vez se administran aislados,
por lo que es posible que la presencia de un compuesto influya de manera de-
terminante en el metabolismo del otro. Compuestos que comparten una misma
ruta de biotransformación (por ejemplo son substratos de un mismo P450), y lo
hacen mayoritariamente a través de una sola ruta, son compuestos claramente
candidatos a presentar fenómenos de interacción fármaco-fármaco. 
En los últimos años se ha invertido un gran esfuerzo en desarrollar otros
modelos celulares que puedan constituir una nueva alternativa a los hepatoci-
tos humanos. A través de diferentes aproximaciones experimentales (líneas de
hepatoma, células madre, etc) se persigue el objetivo de conseguir líneas ce-
lulares estables, capaces de proliferar en cultivo, pero conservando al mismo
tiempo la expresión del fenotipo típico del hepatocito adulto (32-34). A pesar
de que se han obtenido algunos resultados positivos, aún no se ha logrado al-
canzar el nivel de éxito requerido (34,35). Todavía queda un largo camino por
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recorrer en el que se están explorando nuevas estrategias para hacer que las
líneas celulares de origen hepático recuperen la expresión de los genes espe-
cíficos perdidos (36,37).
4. IDIOSINCRASIA METABÓLICA COMO CONSECUENCIA DE LA
VARIABILIDAD GENO/FENOTÍPICA DE LOS ENZIMAS 
DE BIOTRANSFORMACIÓN
La biotransformación es posiblemente la etapa más variable y la que me-
jor explica las diferencias en los niveles plasmáticos tras la administración
de la misma dosis de un compuesto a una población constituida por indivi-
duos considerados como “normales”. Es un hecho constatado que existe una
significativa variabilidad en el metabolismo de fármacos y xenobióticos en-
tre los individuos/grupos de población humanos (38). Dos razones contribu-
yen básicamente a la existencia de esas diferencias: la inducibilidad de los
enzimas de biotransformación por xenobióticos, y la existencia de polimor-
fismos genéticos.
En efecto, agentes tales como fármacos, contaminantes ambientales, aditi-
vos alimentarios, tabaco o alcohol actúan como inductores enzimáticos (39). Una
definición “clásica” de inducción implica síntesis de novo del enzima como re-
sultado del aumento de la transcripción del correspondiente gen, en respuesta a
un estímulo apropiado. Sin embargo, en los estudios sobre el metabolismo de
xenobióticos el término inducción se utiliza frecuentemente en un sentido más
amplio para describir un aumento en la cantidad y/o actividad del enzima como
resultado de la acción de agentes químicos, independientemente del mecanismo
por el que se haya producido (por ejemplo, aumento de la transcripción, esta-
bilización del mRNA, aumento de la traducción o estabilización del enzima)
(40). Si bien la mayor parte de los estudios de inducción se restringen a los efec-
tos sobre los P450s, el fenómeno de inducción no es exclusivo de estos enzi-
mas y afecta también a enzimas de conjugación.
No todas estas diferencias en la actividad de biotransformación se pueden
atribuir a la acción de inductores. Parte de dicha variabilidad es debida a la exis-
tencia de genes polimórficos que se heredan mendelianamente, y que codifican
por enzimas con una eficacia metabólica diferente frente a sus substratos (41).
Diferentes isoenzimas del P450 (CYP1A1/2, 2A6, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1) y en-
zimas de conjugación (N-acetiltransferasa y glutation S-transferasa) se expresan
de forma polimórfica (42,43). El polimorfismo tiene su origen en la existencia
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de cambios genéticos como consecuencia de mutaciones, delecciones y/o am-
plificaciones. Típicamente se presentan dos tipos de situaciones (4): (i) sujetos
con genes defectivos (mutado, incompleto, inexistente, etc.) que como conse-
cuencia de ello metabolizan peor el fármaco (metabolizadores lentos); y (ii) in-
dividuos con genes funcionales duplicados o amplificados que como conse-
cuencia de ello tienen una mayor capacidad de metabolización (metabolizadores
ultrarrápidos). Los polimorfismos mejor estudiados son los de la debrisoqui-
na/esparteína hidroxilasa (CYP2D6) (44-46), y el de la S-mefenitoína hidroxi-
lasa (CYP2C19) (47-49) que afectan a más del 7% y del 5% de la población
caucásica respectivamente, y que pueden dar lugar a alteraciones significativas
en la metabolización de más de 30 fármacos de uso común. El polimorfismo
genético del P450, junto con la variabilidad fenotípica, es la causa más frecuente
en las diferencias interindividuales en la metabolización de fármacos.
5. RELEVANCIA CLÍNICA DE LA VARIABILIDAD 
E IDIOSINCRASIA METABÓLICAS
El metabolismo de fármacos por los enzimas hepáticos hay que entenderlo
como un conjunto de reacciones en las que distintos enzimas compiten por un
mismo substrato: el fármaco. De la afinidad del fármaco por cada enzima (KM),
y de las características cinéticas de la reacción catalizada (VMAX) dependerá la
importancia de esa reacción en el contexto global de la metabolización del fár-
maco. Por tanto, pueden darse dos situaciones extremas: a) que el compuesto
sea substrato de varios enzimas, pero originando básicamente un mismo meta-
bolito, o b) que varios enzimas estén implicados en su metabolismo resultando
en la formación de diferentes metabolitos.
En el primero de los casos, la variabilidad en el patrón de expresión de los
enzimas implicados en el metabolismo de un fármaco se traduce en diferencias
en su velocidad de metabolización y, con ello, en su farmacocinética. Este fe-
nómeno puede tener como consecuencia tanto una metabolización deficiente de
fármacos, con la consiguiente acumulación del compuesto en el organismo, ni-
veles plasmáticos anormalmente elevados, como, en el otro extremo, una meta-
bolización tan acelerada que impida alcanzar niveles terapéuticos adecuados y
el efecto farmacológico deseado.
En el segundo caso, las variaciones se observarían en el perfil metabólico
del fármaco, es decir, la cantidad y proporción relativa de los metabolitos for-
mados serían claramente diferentes. Esto puede traducirse en una menor efica-
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cia farmacológica si el metabolito, y no el compuesto administrado, es el far-
macológicamente activo, o bien, en la producción en cantidad anormal de un
metabolito más tóxico, responsable de efectos adversos.
La variabilidad geno-fenotípica de los P450, además de ser responsable di-
recta de las diferencias farmacocinéticas (biodisponibilidad, vida media, veloci-
dad y grado de metabolización, perfil metabólico) e indirectamente de las far-
macodinámicas (ineficacia terapéutica/respuesta exagerada, efectos no deseados)
(41,43), está en la raíz de la toxicidad idiosincrásica (50). Este tipo de reaccio-
nes adversas, minoritario en gran parte de la población, puede tener un peso es-
pecífico considerable en aquellos otros individuos con niveles singulares de ex-
presión de los distintos P450s (51). En ocasiones, si el enzima implicado en la
producción de un metabolito no tóxico está poco expresado en un determinado
individuo, el metabolismo del fármaco en dicho sujeto sigue otras vías que dan
origen a metabolitos mucho más tóxicos y que son minoritarios en el perfil me-
tabólico observado en el resto de los individuos. En otros casos puede ser la
existencia anormalmente elevada de un determinado enzima, minoritario en los
demás individuos, que conlleva la producción de un metabolito más tóxico. Es-
tas diferencias (idiosincrasia metabólica) son un factor de riesgo sobreañadido
a la difícil aventura de conseguir que una nueva molécula llegue a término como
nuevo medicamento. La razón es simple: compuestos que no han demostrado
efectos adversos en los primeros ensayos clínicos, al extender su uso a una ma-
yor población, y con ello dar posible entrada a individuos con singularidades
metabólicas, pueden aparecer fenómenos de toxicidad idiosincrásica capaces de
llevar al fracaso económico dicho desarrollo.
Disponer de sistemas in vitro capaces de reproducir fielmente el metabo-
lismo in vivo de los fármacos es uno de los objetivos perseguidos por distintos
grupos de investigación. Es harto conocido el uso de cultivo de hepatocitos hu-
manos en estudios de farmacotoxicología (14,52,53). Sin embargo, en estos mo-
delos solo es posible influir sobre la expresión de los enzimas de biotransfor-
mación de una manera limitada. Por ejemplo, mediante el uso de inductores
enzimáticos es posible aumentar los niveles de expresión de los P450s
(22,23,54). Pero, aun utilizando inductores específicos tales como metilcolan-
treno, fenobarbital o rifampicina no es posible modificar de manera selectiva
uno de ellos sin influir sobre los otros (20).
Otra posible alternativa es la utilización de líneas celulares manipuladas ge-
néticamente para sobreexpresar uno de los P450s humanos (14). Estas líneas son
un instrumento útil para determinar si un enzima particular está implicado en la
formación de un determinado compuesto. Sin embargo, no son una alternativa
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válida para averiguar en qué medida diferencias en la expresión de uno de los
enzimas influye en el perfil metabólico y la velocidad de metabolización del fár-
maco por los hepatocitos.
El modelo ideal sería aquel que permitiese modular de manera sencilla la
expresión individualizada de un enzima sin influir en los otros (58). En el caso
de la inducción, existen distintas estrategias experimentales que podrían ser apli-
cables, basadas en la utilización de vectores de expresión con un promotor ac-
tivable por un determinado compuesto exógeno de una forma concentración-de-
pendiente. De esta manera, en función de la concentración del activador, se
produce una mayor o menor expresión del gen heterólogo clonado “en fase” a
continuación del promotor. Entre los diferentes sistemas empleados cabe desta-
car: a) el sistema basado en el operón Tn10a (Tet-on y Tet-off) (55-57) que re-
quiere una doble transfección estable de las células; b) el sistema GRE-ecdyso-
ne (59): este sistema también requiere una doble transfección estable de las
células; y c) sistemas basados en el promotor de la metalotioneina que presen-
ta capacidad para regular la expresión del gen situado “en fase” en función de
las dosis de Zn2+ y otros metales pesados (60).
Los problemas asociados con el uso de estos vectores de expresión son va-
rios. En primer lugar, no son estrictamente dosis dependiente y, con frecuencia,
se comportan como “todo-o-nada”, o bien no son totalmente bloqueables. El re-
sultado de ello es que, actualmente, se carece de modelos celulares eficaces ca-
paces de reproducir in vitro la variabilidad humana en el metabolismo de los
fármacos.
6. INTERACCIONES MEDICAMENTOSAS Y METABOLISMO 
HEPÁTICO
Las interacciones medicamentosas se deben a cambios que se producen en
los efectos de un fármaco como consecuencia de la ingestión simultánea de otro
fármaco (interacciones fármaco-fármaco) o de los alimentos consumidos (inter-
acciones fármaco-alimento). Esta interacción puede ocurrir a nivel farmacodi-
námico, al interferir un fármaco con la acción farmacológica del otro, o a nivel
farmacocinético, al alterar la velocidad de absorción, metabolismo o excreción
de otro fármaco. De forma particular, se habla de una interacción metabólica
cuando el metabolismo de un fármaco es alterado por la presencia de otro (61).
Ya hemos señalado que el P450 es el principal artífice del metabolismo de fár-
macos, por lo que en la mayor parte de las interacciones está involucrado este
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sistema enzimático. De todos los enzimas P450 identificados hasta el momen-
to en el hombre, seis de ellos, CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6,
CYP2E1 y CYP3A4, son los que tienen una mayor participación en el metabo-
lismo de fármacos. En particular, el CYP3A4 es el más abundante en el hígado
humano y se considera responsable de la transformación de cerca del 50% de
las moléculas con aplicaciones terapéuticas (62,63).
Cuando se administran dos o más fármacos que son metabolizados por un
mismo P450, se puede producir una competencia entre los mismos por su unión
al enzima, que puede conducir a que el metabolismo de al menos uno de los
fármacos resulte seriamente disminuido. Además, muchos fármacos actúan como
potentes inhibidores competitivos de un determinado P450, aunque ese enzima
no participe directamente en su metabolismo. Se ha descrito también la acción
de moléculas capaces de producir inhibición no competitiva mediante su unión
al complejo sustrato-enzima o al grupo hemo del P450 (64-66). En general se
trata de metabolitos que forman un complejo estable e inactivo con el enzima.
Esta inactivación funcional del enzima puede ser reversible. El tercer tipo de in-
hibidores del P450 lo constituyen aquellos compuestos que tras ser oxidados por
el P450 forman un intermediario reactivo que se une irreversiblemente al enzi-
ma bloqueando su actividad, son los conocidos como substratos suicidas (67,68).
La principal consecuencia de una acción inhibidora sobre el P450 es la dismi-
nución de la velocidad de metabolización del fármaco y, en definitiva, la apari-
ción de niveles sistémicos del fármaco aumentados que pueden provocar una
respuesta terapéutica exagerada o la aparición de efectos adversos o toxicidad
(40). No hay que olvidar que la administración simultánea de varios fármacos
es una práctica terapéutica muy frecuente. Además, no hay que descartar el po-
sible papel de otros xenobióticos (componentes de la dieta, agentes ambienta-
les, alcohol, etc) con efectos inhibidores o inductores del P450, en la alteración
del metabolismo de fármacos. 
Otra posible causa de interacciones metabólicas es la inducción de enzimas
P450 por determinados fármacos. Con excepción del CYP2D6, los otros cinco
enzimas P450 considerados como principales responsables del metabolismo de
fármacos son inducibles (39,69). Las interacciones que se producen a través de
un mecanismo de inducción son mucho menos frecuentes que las debidas a fe-
nómenos de inhibición, pero no por ello deben ser obviadas. La administración
repetida de un fármaco con capacidad de inducción de uno o varios enzimas
P450 puede acelerar su propio metabolismo o el de otros fármacos y, como con-
secuencia, alterar su acción terapéutica (70). Si la molécula farmacológicamen-
te activa es el compuesto original se observará una disminución de su eficacia
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terapéutica, pero si la forma activa es el metabolito la respuesta será menor. En
ambos casos, sería recomendable conocer el riesgo de aparición de tales efec-
tos de forma previa a su administración. La predicción del potencial inductor de
un fármaco en desarrollo presenta grandes dificultades. Con frecuencia se recu-
rre a modelos experimentales con animales, que no siempre son predictivos para
el hombre. En general los inductores de los enzimas CYP1A muestran efectos
similares en todas las especies. Sin embargo, para otros compuestos se han en-
contrado diferencias significativas. La rifampicina, por ejemplo, es un potente
inductor en el hombre y otras especies, pero no en la rata (71); por el contra-
rio, la pregnenolona 16α-carbonitrilo es un potente inductor del CYP3A en la
rata, pero no en el hombre (72). Estas sensibles diferencias cuestionan la utili-
dad de los modelos animales y apuntan hacia la necesidad de estudiar el fenó-
meno de la inducción directamente en modelos humanos. Por razones obvias,
los estudios en el hombre se limitan a los fármacos en desarrollo que se en-
cuentran en las fases clínicas y no a candidatos en estadíos preclínicos.
7. IDENTIFICACIÓN DE INTERACCIONES METABÓLICAS 
POR INHIBICIÓN DE ENZIMAS P450
La mayor parte de los fármacos son metabolizados a través de oxidaciones
catalizadas por el P450, por lo que no es de extrañar que las interacciones me-
tabólicas ocurran mayoritariamente a nivel de este sistema enzimático. Resulta,
por tanto, evidente que el modelo biológico ideal para el estudio in vitro de po-
sibles interacciones metabólicas será aquel que mejor reproduzca la expresión
in vivo de los enzimas P450. Los ensayos de inhibición clásicos están basados
en el uso de microsomas hepáticos y aún hoy en día son de los más utilizados.
La popularidad de este modelo se fundamenta en su gran capacidad metabólica
y en que resulta más accesible que otros modelos (p.e. hepatocitos humanos)
(10). Los ensayos con microsomas son sencillos y permiten realizar medidas ci-
néticas de actividades P450 en ausencia de otros procesos metabólicos o de trans-
porte. Sin embargo, en algunas circunstancias esta notable simplicidad consti-
tuye su principal desventaja. Los microsomas sólo pueden ofrecer una visión
parcial del metabolismo in vivo del fármaco (p.e. no todos los enzimas de con-
jugación están presentes) y la ausencia de compartimentos celulares impide eva-
luar la posible interferencia sobre los fenómenos de transporte. Ya hemos co-
mentado que los ensayos con hepatocitos constituyen una seria alternativa, al
cubrir ampliamente las limitaciones inherentes al uso de modelos no celulares
(21,22,73). Sin embargo, la mayor complejidad del modelo dificulta la inter-
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pretación de los resultados y enlentece el desarrollo de los ensayos, por lo que
con frecuencia en los estudios preliminares se opta por modelos que, como los
microsomas, resultan más manejables.
Si bien las autoridades reguladoras estiman necesario identificar durante el
desarrollo de nuevos fármacos la posible aparición de interacciones metabóli-
cas, no han establecido, hasta el momento, los ensayos in vitro e in vivo que
han de realizarse con este fin. En este sentido, sería deseable una harmoniza-
ción de los ensayos a utilizar que permitiera garantizar la adecuación de los es-
tudios llevados a cabo y facilitara la comparación entre diferentes fármacos (74).
El sistema biológico a utilizar, el parámetro a determinar, la concentración del
fármaco a estudiar, las condiciones experimentales o los criterios de interpreta-
ción de los resultados son aspectos claves que requieren una precisa estandari-
zación. 
Todos los ensayos cuyo objetivo es la identificación del potencial inhibito-
rio de los fármacos sobre los P450 están basados en la medida de la actividad
de dichos enzimas. La adecuada elección del substrato es una de las cuestiones
claves a la hora de diseñar los ensayos (75). La selección definitiva se estable-
ce en base a un compromiso entre selectividad, sensibilidad y disponibilidad del
compuesto. Por un lado el substrato ha de ser cuidadosamente elegido para que
proporcione información selectiva sobre el enzima deseado. Cada enzima P450
es capaz de oxidar un número elevado de xenobióticos y, al mismo tiempo, un
xenobiótico puede ser substrato de diferentes P450s. En general los xenobióti-
cos tienden a ser biotransformados por varios P450s y son pocos los metaboli-
zados por un único enzima (66). Este solapamiento funcional limita el abanico
de moléculas que pueden utilizarse como substratos selectivos para un P450 en
particular. En la actualidad se dispone de una batería de moléculas que pueden
ser utilizadas para la medida selectiva de la actividad de los principales enzi-
mas P450 implicados en el metabolismo de fármacos, incluso en modelos que
expresan todos los P450s (p.e. microsomas hepáticos, hepatocitos) (66,75-77).
Se trata de ensayos que en su mayoría requieren el uso de técnicas de HPLC
como paso previo a la cuantificación del metabolito, lo que indudablemente di-
ficulta su aplicación en ensayos a gran escala en los que se trata de identificar
y comparar el potencial inductor de un número elevado de compuestos.
Más recientemente se han descrito métodos que no necesitan una separa-
ción previa de los metabolitos. Se basan en la utilización de substratos no fluo-
rescentes, o con baja fluorescencia, que tras su transformación por el P450 se
convierten en moléculas altamente fluorescentes en solución acuosa. Los ensa-
yos fluorimétricos son rápidos y muy sensibles. La actividad se puede medir
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con muy poca cantidad de material biológico y los ensayos de inhibición se pue-
den realizar en placas con formato de 96-pocillos (73,76,78-81). Los substratos
poco solubles en agua, con fluorescencia basal relativamente alta, con baja tasa
de transformación en el metabolito fluorescente, con una relación señal/ruido
baja o que requieren una longitud de onda de excitación en el rango ultraviole-
ta no son apropiados para estos ensayos. Derivados O-alquilados de la resoru-
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TABLA 1. Substratos para la medida de actividades P450 por fluorescencia





























CEC: 3-Ciano-7-etoxicumarina; CHC: 3-Ciano-7-hidroxicumarina; BFC: 7-benciloxi-4-trifluorometilcumari-
na; HFC: 7-hidroxi-4-trifluorometilcumarina; EFC: 7-Etoxi-4-trifluorometilcumarina; MFC: 7-metoxi-4-tri-
fluorometilcumarina; AMMC: 3-(2-(N,N-dietil-N-metilamino)etil(-7-metoxi-4-metilcumarina; AHMC: 3-(2-
(N,N-dietil-N-metilamino)etil(-7-hidroxi-4-metilcumarina; MAMC: 7-metoxi-4-(aminometil)-cumarina;
HAMC: 7-hidroxi-4-(aminometil)-cumarina; DFB: (3,4-difluorobenziloxi)-5,5-dimetil-4-(4-metilsufonilfenil)-
(5H)-furan-2-ona; DHB: 3-hidroxi-5,5-dimetil-4-(4-metilsufonilfenil)-(5H)-furan-2-ona; BFBFC: 2,5-bis(tri-
fluorometil)-7-benciloxi-4-trifluorometilcumarina.
fina (82), fluoresceina (83), 7-hidroxicumarina (84-86,89), 6-hidroxiquinolina
(83) y 4-metilsulfonilfenil furanona (90) han sido propuestos para estos ensayos
(Tabla 1). El principal inconveniente es que sólo unos pocos substratos fluoro-
génicos son selectivos para un P450 en particular (89-93). La mayoría son me-
tabolizados por varios P450 y, por tanto, no son adecuados para ensayos en los
que están presentes más de un P450 (p.e. microsomas hepáticos, hepatocitos).
Sin embargo, resultan de gran utilidad en los estudios con los modelos recom-
binantes que expresan un único P450 (79,81,94).
Un ensayo de inhibición se basa en la medida de una actividad P450 en pre-
sencia de diferentes concentraciones del inhibidor. Dado que los estudios de in-
hibición pueden realizarse usando diferentes sistemas biológicos (microsomas he-
páticos, modelos recombinantes, hepatocitos) las condiciones de ensayo deben ser
cuidadosamente optimizadas para el modelo experimental a utilizar en cada caso.
La duración del ensayo debe garantizar la linealidad de la formación de metabo-
lito y depende en gran medida del substrato y del modelo experimental utilizado
(74). Salvo excepciones, el tiempo de los ensayos en microsomas no debe supe-
rar los 30 minutos. Por el contrario, en los ensayos con sistemas celulares la re-
acción se comporta de forma lineal durante al menos una hora y con frecuencia
es recomendable utilizar tiempos de incubación incluso más largos (76). En al-
gunos casos la inhibición sobre el P450 es dependiente del tiempo de contacto en-
tre el inhibidor y el enzima. Si el inhibidor es activamente metabolizado por cual-
quiera de los enzimas P450 presentes durante el ensayo su concentración se verá
sensiblemente disminuida durante el ensayo, por lo que capacidad inhibidora será
menor. En concreto, la inhibición irreversible del P450 por formación de meta-
bolitos reactivos también se ve afectada notablemente por la duración del ensayo
(95). Esta inhibición dependiente del tiempo se puede examinar a través de dife-
rentes aproximaciones experimentales. Una forma de abordar el estudio es exa-
minar la inhibición producida tras diferentes tiempos de incubación (95). En teo-
ría el valor del IC50 de un inhibidor reversible que sigue una cinética de
Michaelis-Menten no cambia significativamente con el tiempo de incubación. Una
disminución del valor IC50 del fármaco en función del tiempo de ensayo sugiere
que se trata de un inhibidor irreversible, mientras que el aumento del IC50 puede
deberse a una disminución significativa de la concentración del compuesto por su
degradación metabólica o su unión a proteínas (Figura 2) (95). Otra posibilidad
es comparar los valores de IC50 obtenidos en ensayos en los que el inhibidor y el
substrato se adicionan simultáneamente o en aquellos ensayos en los que se rea-
liza una preincubación con el inhibidor antes de añadir el substrato (Figura 3)
(94,96). Un mismo valor IC50 para ambos casos es indicativo de que el inhibidor
no es metabolizado durante el ensayo. Por el contrario, si el compuesto inductor
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FIGURA 2. Dependencia del valor de IC50 en función del tiempo de incubación para diferentes
tipos de inhibidores. (A) Si el compuesto estudiado actúa como un inhibidor reversible, el valor
de IC50 no varía durante el ensayo. (B) Para inhibidores irreversibles el IC50 disminuye en fun-
ción del tiempo de incubación. (C) El aumento del valor del IC50 sugiere que la concentración
del compuesto disminuye durante el ensayo debido a su metabolismo o a su unión a proteínas.
es activamente metabolizado, su concentración disminuirá sensiblemente durante
la preincubación y el efecto inductor observado será menor (mayor IC50) que en
el ensayo sin preincubación (94,96). Por último, un mayor efecto inductor (me-
nor IC50) en el ensayo con preincubación indica que probablemente la inhibición
no es debida a la molécula original, sino que es consecuencia de su activación a
un metabolito con capacidad de interaccionar con el P450. A modo de ejemplo la
Figura 4 muestra el diferente comportamiento de la furafilina (un inhibidor irre-
versible del CYP1A2 por formación de un intermediario reactivo que se une al
enzima) y del sulfafenazol (inhibidor competitivo del CYP2C9) en función de si
el ensayo se realiza con o sin preincubación. Cuando el ensayo de inhibición del
CYP1A2 se realiza en hepatocitos que han sido previamente incubados con fura-
filina se observa un desplazamiento de la curva de inhibición hacia la izquierda
(concentraciones menores del inhibidor), con respecto al ensayo sin preincuba-
ción, mientras que en la inhibición del CYP2C9 con sulfafenazol no se observan
estas diferencias (20).
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FIGURA 3. Esquema para identificar inhibidores metabolizados por los enzimas P450. (A) Si el
inhibidor no es metabolizado durante el ensayo de inhibición los valores de IC50 obtenidos en en-
sayos con y sin preincubación son iguales. (B) Si el inhibidor es metabolizado durante el ensa-
yo su concentración se verá disminuida y el valor de IC50 obtenido en el ensayo con preincuba-
ción será mayor. (C) Si el efecto inhibidor es debido a un metabolito generado durante el ensayo,
el valor IC50 correspondiente al ensayo con preincubación será menor.
La relevancia de los estudios de inhibición depende en gran medida de la
elección del modelo biológico. Ya se ha comentado que son varias las alterna-
tivas experimentales que se manejan (microsomas hepáticos, modelos celulares,
sistemas de expresión heteróloga de un único enzima P450, sistemas multien-
zimáticos). Lo importante es conocer de antemano las diferentes posibilidades
antes de tomar una decisión definitiva. Un modelo ideal sería aquel que permi-
tiera identificar de forma rápida, sencilla e inequívoca la posible capacidad in-
hibitoria de las moléculas en desarrollo sobre cada uno de los P450 de interés.
Los sistemas que expresan un único P450 son, en principio, la mejor opción.
No obstante, estos modelos no permiten la detección de efectos inhibitorios pro-
ducidos por un metabolito generado por una reacción catalizada por otro enzi-
ma diferente (94,97). Ante esta situación, una opción muy práctica es la com-
paración de la información obtenida a través de dos modelos experimentales de
características diferentes: uno que exprese exclusivamente el P450 a estudiar y
otro que exprese de forma completa el patrón de enzimas propio del hígado hu-
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FIGURA 4. Efecto de la preincubación sobre la inhibición producida por furafilina y sulfafena-
zol en hepatocitos humanos en cultivo primario. Los ensayos de inhibición de actividades P450
se realizaron por incubación de los hepatocitos con el sustrato adecuado y concentraciones cre-
cientes del inhibidor. Antes de realizar los ensayos de actividad las células fueron preincubadas
(o) o no (•) con el inhibidor. (A) Inhibición de la actividad CYP1A2 por furafillina y (B) inhi-
bición de la actividad CYP2C9 por sulfafenazol. 
mano (76,94). Si la molécula cuyo potencial inhibidor se está examinando es
activamente metabolizada por otros enzimas diferentes del P450 de interés, su
concentración disminuirá sensiblemente en los modelos que expresan varios en-
zimas (modelo multi-expresión, p.e. hepatocitos), por lo que el efecto inhibidor
observado será menor (mayor IC50) que en un modelo que sólo expresa el en-
zima P450 cuya inhibición se quiere estudiar (Figura 5).
8. IDENTIFICACIÓN DE INTERACCIONES METABÓLICAS POR
FENÓMENOS DE INDUCCIÓN
Durante los ensayos clínicos, o los realizados in vivo con animales de ex-
perimentación, puede sospecharse una acción inductora del fármaco en estudio
cuando se observan cambios en ciertos parámetros cinéticos como, por ejemplo,
una disminución del área bajo la curva tras sucesivas administraciones. No obs-
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FIGURA 5. Comparación de los posibles patrones de inhibición en modelos recombinantes que
expresan un único enzima P450 o en modelos multi-expresión. Si tras realizar el mismo ensayo
de inhibición en un modelo recombinante que sólo expresa el enzima P450 de interés y en un mo-
delo que expresa varios enzimas P450 se obtiene un menor valor IC50 en el modelo recombinan-
te, el resultado sugiere que el inhibidor es metabolizado por otro(s) enzima(s) diferente(s) al en-
zima P450 cuya inhibición se está estudiando.
tante, es difícil identificar la inducción producida sobre enzimas P450 que no
participan directamente en el metabolismo del propio fármaco y cuyos efectos
se observarían sobre el metabolismo de otros fármacos. En la actualidad se re-
curre a la utilización de modelos humanos in vitro que, en combinación con los
datos clínicos, permiten la identificación de las propiedades inductoras de los
nuevos fármacos. 
Los estudios de inducción requieren el uso de modelos celulares con capa-
cidad de transcripción y traducción de genes de enzimas P450, con lo que que-
dan descartados los microsomas. Los hepatocitos humanos en cultivo son el mo-
delo mejor aceptado en la actualidad para evaluar el potencial inductor de un
compuesto (19,74). Los sistemas basados en la obtención de secciones muy fi-
nas de tejido hepático (liver slices) también han sido utilizados para ensayos de
inducción, aunque los resultados obtenidos con este modelo aún no han sido su-
ficientemente contrastados (74,98). Los ensayos de inducción con hepatocitos
en cultivo o con slices requieren una cantidad elevada de material biológico y
no permiten el estudio de muchos compuestos en un mismo experimento. La es-
casa disponibilidad de tejido hepático fresco para su preparación es, sin duda,
la principal limitación a la hora de aplicar estos modelos humanos in vitro al
estudio de gran número de moléculas. Es por ello que los ensayos de inducción
no pueden aplicarse en las fases iniciales del desarrollo de fármacos, en las que
el número de moléculas que se maneja es considerable, y se limitan a los can-
didatos seleccionados en etapas posteriores.
Un protocolo típico de inducción consiste en el tratamiento de las células du-
rante un período de entre 24 horas (para estudios de mRNA) y 72 horas (para los
estudios basados en medida de actividades o niveles de proteínas) con una o, pre-
feriblemente, varias concentraciones del compuesto a estudiar. Con frecuencia se
observa una gran variabilidad en la respuesta a la inducción de diferentes prepa-
raciones de hepatocitos (99,100). Las características del donante (genética, trata-
miento con fármacos, consumo de tabaco o alcohol, hábitos alimenticios, etc) a
partir del cual se ha obtenido el tejido hepático y la calidad de las células son los
principales responsables de estas diferencias. Para comparar los datos obtenidos
a partir de diferentes preparaciones, en cada experimento se incluyen controles
positivos de inducción. En la tabla 2 se indican algunos de los inductores mode-
lo más utilizados. A modo de orientación, se considera que la molécula estudiada
produce un efecto inductor si la respuesta observada es de al menos el 40% del
nivel de inducción alcanzado por el control positivo.
La cuantificación de cambios en las actividades enzimáticas ha sido el pro-
cedimiento utilizado de forma clásica para el estudio de la inducción y, proba-
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blemente, es el método de elección. Estos ensayos metabólicos se realizan in-
cubando las células con sustratos que permiten identificar la actividad de un
P450 en particular (22,23,101). Los análisis por Western blot sólo permiten iden-
tificar cambios groseros en los niveles de la correspondiente proteína y son, en
general, menos cuantitativos. Estos ensayos a nivel de proteína son particular-
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FIGURA 6. Mecanismos de inducción de los enzimas P450.
TABLA 2. Controles positivos de inducción in vitro de enzimas P450
humanos




2A6 Rifampicina 10-50 
2B6 Fenobarbital 500-1000 
Rifampicina 10-50 
2C9 Rifampicina 10-50 
Dexametasona 10-50 
3A4 Rifampicina 10-50 
Dexametasona 10-50
mente útiles para detectar la inducción producida por compuestos que actúan si-
multáneamente como inductores e inhibidores de los P450s, lo cual es muy di-
fícil de determinar a través de medidas enzimáticas (98). Del mismo modo, los
cambios en los niveles de mRNAs pueden identificar cambios en la expresión
de los genes que codifican los diferentes P450s. Para ello es necesario asumir
que los cambios en el contenido de un mRNA específico son un reflejo de al-
teraciones en los niveles del enzima correspondiente. En general esto es cierto
para la mayor parte de los P450s (Figura 6). El CYP2E1 es una notable excep-
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FIGURA 7. Efecto de inductores modelos sobre los niveles de mRNA de enzimas P450. Tras tra-
tar los hepatocitos humanos en cultivo con metilcolantreno (MC) 2 µM, fenobarbital (PB) 500
µM, rifampicina (RIF) 50 µM u omeprazol (OMP) 50 (M durante 48 horas, se evaluó por RT-
PCR el contenido en mRNA correspondiente a CYP1A2, CYP2A6 o CYP3A4. 
ción, ya que su respuesta a la inducción se debe fundamentalmente a una ma-
yor estabilización de la proteína (102). Si bien la medida de los niveles de mRNA
no permite determinar la magnitud real de la respuesta que se produce en la ac-
tividad, es particularmente útil para aquellos enzimas para los que no se dispo-
ne de un ensayo enzimático adecuado. Si se conoce la secuencia del cDNA co-
rrespondiente al enzima y se dispone de técnicas de alto rendimiento para la
cuantificación de mRNA (p.e. medidas por RT-PCR) se pueden determinar de
forma rápida y sensible los efectos inductores en los modelos in vitro (p.e. he-
patocitos humanos en cultivo) (103,104) (Figura 7). La sensibilidad de los mé-
todos de cuantificación por RT-PCR es tal que permiten realizar experimentos
de inducción utilizando un número muy reducido de hepatocitos humanos e in-
cluso utilizando células con muy baja expresión de enzimas P450 (p.e. líneas
de hepatoma) (11,105-107).
En los últimos años se ha avanzado notablemente en el conocimiento de los
mecanismos implicados en la inducción de los genes P450 y se ha comproba-
do en que la mayoría de los casos, la inducción está mediada por receptores nu-
cleares. Esta información ha permitido el desarrollo y optimización de ensayos
de reporter-gene para la identificación predictiva de moléculas que capaces de
unirse y activar estos receptores nucleares (108-110). Estos ensayos basados en
modelos mecanísticos son herramientas muy prometedoras para el análisis rá-
pido de un elevado número de moléculas. Sin embargo los hepatocitos huma-
nos continúan siendo el único modelo in vitro que permite una comprobación
definitiva del potencial inductor del compuesto.
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